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Resumen 
 
La raza asnal Andaluza está catalogada actualmente como raza autóctona 
española en peligro de extinción (RD 2129/2008, Catálogo Oficial de Razas de Ganado 
de España). Hasta la fecha, sólo 94 garañones están considerados como individuos de 
alto valor genético (DAD-IS-FAO 2013). En este contexto, es necesaria la aplicación de 
técnicas de reproducción asistida como la inseminación artificial y la criopreservación 
de espermatozoides con el objetivo de mejorar la variabilidad genética de la raza y 
evitar así su extinción. Para ello, consideramos imprescindible realizar un estudio previo 
de las características reproductivas y los parámetros seminales propios de la raza. Hoy 
en día, en el análisis de las características seminales de numerosas razas de mamíferos 
ha sido objeto de gran interés el estudio de las subpoblaciones espermáticas presentes en 
los eyaculados, observándose una correlación directa entre la presencia de determinadas 
subpoblaciones espermáticas, la resistencia a la criopreservación y las tasas de fertilidad 
obtenidas. Por lo tanto, es importante estudiar la distribución de las subpoblaciones 
espermáticas que conforman el eyaculado del asno Andaluz para establecer la calidad 
espermática de las muestras seminales recolectadas, así como para predecir su 
congelabilidad y fertilidad. Actualmente, son escasos los estudios publicados sobre 
refrigeración y congelación del semen de burro, siendo inexistentes en el caso de la raza 
asnal Andaluza. Por ello, es necesario establecer un protocolo adecuado, así como 
seleccionar aquellos diluyentes y crioprotectores con los que obtener muestras 
seminales con buena calidad tras los procesos de refrigeración y crioconservación. 
 
En la primera publicación se estudiaron las características seminales (volumen, 
pH, concentración, movimiento y morfología espermática) del eyaculado del asno 
andaluz con el objetivo de poder establecer los parámetros de normalidad propios de la 
raza. Asimismo, se comprobó la existencia de diferentes subpoblaciones de 
espermatozoides dentro del eyaculado del asno andaluz así como la influencia del 
individuo y del eyaculado dentro de un mismo individuo en su frecuencia de 
distribución. Además, se investigó la correlación existente entre la edad y el peso 
corporal del garañón, las características de calidad espermática y la distribución de las 
subpoblaciones espermáticas. Para ello, se recolectaron un total de 60 eyaculados de 12 
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asnos andaluces (5 eyaculados por burro), con edades comprendidas entre los 4 y 15 
años (edad media: 9,9 ± 0,4 años) y pesos corporales de 313 a 435 kg (peso medio: 
381,1 ± 5,8 kg). Mediante un análisis estadístico multivariante se evidenció la existencia 
de cuatro subpoblaciones espermáticas (sP) con patrones cinéticos específicos: sP1, 
constituida por espermatozoides lentos y no progresivos (15,4%); sP2, constituida por 
espermatozoides moderadamente lentos pero progresivos (35,9%); sP3, constituida por 
espermatozoides muy activos pero con movimiento no progresivo (18,5%); sP4, 
constituida por espermatozoides muy activos y con movimiento progresivo (30,2%). La 
proporción de las diferentes subpoblaciones espermáticas existentes dentro del 
eyaculado no se vio afectada por el peso o la edad del garañón (P>0,05). Sin embargo, 
factores como el individuo, el eyaculado, el movimiento total o la concentración media 
del eyaculado sí influyeron significativamente (P<0,05) en la distribución de las 
subpoblaciones espermáticas dentro del eyaculado. Por otra parte, se demostró una 
correlación significativa (P<0,05) entre el peso corporal de los garañones y el pH del 
eyaculado, el movimiento (porcentaje de movimiento total y progresivo) y la 
morfología espermática. Por el contrario, la correlación entre la edad de los garañones y 
las características del eyaculado fue baja y no significativa (P>0,05). 
 
En la segunda publicación se compararon las características seminales evaluadas 
en el análisis espermático convencional así como los patrones de movimiento de las 
diferentes subpoblaciones espermáticas presentes en los eyaculados de asnos con 
diferente fertilidad, y se estableció su relación con la fertilidad in vivo. Durante el 
periodo experimental se recolectaron un total de 30 eyaculados de 6 asnos andaluces. La 
fertilidad de los garañones fue clasificada atendiendo a la tasa de gestación por ciclo, 
considerando a aquellos asnos con tasas de gestación por ciclo ≥ 60% como “fértiles” (n 
= 3) y a aquellos con tasas de preñez por ciclo < 40% como “subfértiles” (n = 3). Se 
observaron diferencias significativas (P<0,001) entre el grupo de asnos “fértiles” y el 
grupo de “subfértiles” para los valores de movimiento total y progresivo así como para 
la velocidad lineal. Por otro lado, se demostró que las características del eyaculado que 
producen un aumento significativo (P<0,05) de la tasa de gestación por ciclo son el 
movimiento total (r = 0,37) y progresivo (r = 0,53), la velocidad curvilínea (r = 0,44), la 
rectitud (r = 0,39), la frecuencia de cruzamiento (r = 0,44) y el volumen del eyaculado (r 
= 0,53). También evidenciamos que tres de las cuatro subpoblaciones espermáticas 
(sP2, sP3 y sP4) existentes en el eyaculado del asno andaluz, descritas con anterioridad 
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en la primera publicación, están significativamente (P<0,05) correlacionadas con la 
fertilidad del garañón (sP2, r = 0,54; sP3, r = 0,45; sP4, r = 0,56). Así, se observó una 
presencia significativamente (P<0,001) baja de la Subpoblación 4 en los eyaculados de 
los asnos pertenecientes al grupo de “subfértiles”. En conclusión, este estudio demostró 
la relación existente entre los parámetros de movimiento espermático valorados in vitro 
mediante el sistema de análisis de esperma asistido por ordenador (CASA) y la 
fertilidad in vivo del eyaculado de asno. 
 
En la tercera publicación buscamos seleccionar un diluyente apropiado para 
refrigerar semen de asno andaluz. Para ello, se evaluó la eficacia de dos diluyentes 
comerciales ampliamente utilizados para la refrigeración de semen equino (Gent® A e 
INRA 96®) para preservar semen de asno andaluz a 5ºC durante 72 horas. Además, se 
estudió el efecto de la incorporación en el diluyente de refrigeración de tres 
aminoácidos (glutamina, prolina y taurina) a diferentes concentraciones (0, 20, 40 y 60 
mM). Por último, se investigó la influencia de la estacionalidad en las características 
seminales del asno andaluz. Durante un año, 50 eyaculados fueron recolectados de un 
total de 10 asnos andaluces. El movimiento (mediante el sistema de análisis CASA, 
Sperm Class Analyzer), la morfología espermática (en muestras teñidas con Diff-
Quik®), y la integridad de la membrana plasmática (Vital-Test® kit) y acrosómica 
(tinción doble con los fluorocromos Isocianato de fluoresceína conjugado con la lectina 
Arachis hipogea e Ioduro de Propidio) fueron evaluados antes de la refrigeración 
(muestras frescas) y tras su almacenamiento durante 72 horas a 5ºC. El diluyente Gent® 
A preservó significativamente (P<0,05) mejor que el INRA 96® el movimiento 
espermático tras 72 horas de refrigeración. La incorporación de glutamina, prolina o 
taurina en el diluyente Gent® A mejoró significativamente (P<0,001) el movimiento del 
espermatozoide de asno andaluz. Se observó una influencia significativa (P<0,05) de la 
estación sobre todas las características seminales evaluadas, excepto sobre el volumen 
del eyaculado, la concentración espermática, el movimiento total y algunos parámetros 
cinéticos (oscilación, WOB; linealidad, LIN; rectitud, STR). En conclusión, nuestros 
resultados demostraron la eficacia del diluyente comercial Gent® A para refrigerar 
semen de asno andaluz. Además, se evidenció el efecto crioprotector de los aminoácidos 
testados sobre el espermatozoide de asno durante el proceso de refrigeración, 
obteniéndose mejores resultados de movimiento espermático en aquellas muestras en 
las que el diluyente Gent® A fue suplementado con diferentes concentraciones de 
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glutamina, prolina o taurina en comparación con aquellas en las que el Gent® A no fue 
suplementado. Por último, se demostró un efecto estacional en la calidad espermática 
del eyaculado del asno andaluz. 
 
En la cuarta publicación, con el objetivo de seleccionar un diluyente adecuado 
para congelar semen de asno andaluz, comparamos el efecto de dos diluyentes de 
congelación, ampliamente usados para la congelación de semen de caballo (Gent® B e 
INRA 96®, este último suplementado con 2% de yema de huevo y 2,5% de glicerol), 
sobre la calidad espermática a la descongelación. Posteriormente, se estudió el efecto de 
sustituir el glicerol presente en el diluyente de congelación por otros crioprotectores de 
menor peso molecular: etilenglicol (EG; 1 o 1,5%), dimetilsulfóxido (DMSO; 1,5 o 
2%), dimetilformamida (DMFA; 1 o 2,5%) o una combinación de EG 1% y DMFA 
1,5%. Para tal fin, 74 eyaculados procedentes de 10 asnos adultos fueron recolectados. 
La metodología para valorar los parámetros de calidad seminal antes de la congelación 
(muestras frescas) y tras su almacenamiento en un tanque de nitrógeno líquido a -196 ºC 
fue similar a la empleada en la publicación precedente. El diluyente Gent® B 
proporcionó valores de movimiento espermático significativamente (P<0,01) superiores 
a los obtenidos con el INRA 96® modificado. La integridad de la membrana plasmática 
tras la descongelación fue significativamente (P<0,001) superior cuando se empleó EG 
1% como crioprotector, mientras que el DMSO afectó negativamente (P<0,001) al 
movimiento espermático y a la integridad de la membrana plasmática. La DMFA 2,5% 
proporcionó los mejores resultados de calidad espermática tras el proceso de 
crioconservación, incrementando significativamente (P<0,001) el movimiento 
espermático y la integridad de la membrana plasmática. De los resultados obtenidos en 
este estudio podemos concluir que el Gent® B mejora la calidad espermática in vitro del 
espermatozoide de asno a la descongelación. Sin embargo, la sustitución del glicerol por 
otros crioprotectores de menor peso molecular, como el EG 1% y la DMFA 2,5%, 
mejora la protección del espermatozoide durante el proceso de congelación y 
descongelación. Además, este estudio demuestra que el uso del DMSO para 
criopreservar semen de asno es insatisfactorio, y se sospecha pueda tener un efecto 
tóxico para los espermatozoides de esta especie. Finalmente, los diluyentes de 
congelación evaluados en el presente estudio deberían ser incluidos en futuros estudios 
en los que se determine el diluyente de congelación más adecuado para cada asno. 
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Summary 
 
The Andalusian donkey (Equus asinus) is currently considered in Spain as an 
endangered breed (Real Decreto 2129/2008, regulation of the National Catalogue of 
Endangered Species). Currently, only 94 individuals are considered as breeding males 
(DAD-IS-FAO 2013). In such situation, the application of assisted reproductive 
technologies such as artificial insemination and semen cryopreservation becomes 
necessary for improving gene distribution and for reducing the effects of excessive 
inbreeding. However, for this purpose, a previous study of the reproductive features 
and/or semen characteristics of the Andalusian donkey is required. Nowadays, the 
identification of sperm subpopulations within mammalian ejaculates has become an 
issue of the utmost interest for the sound evaluation of the ejaculates. In this sense, a 
direct relationship between the presence of discrete motile sperm subpopulations, the 
resistance to cryopreservation and the fertility rates obtained has been demonstrated. 
Therefore, it is interesting to characterize the distribution of subpopulations in the 
ejaculate of the Andalusian donkey in order to study the relationship between the 
quality and the reproductive performance of semen samples, and to predict its 
freezability and fertility. To date, published studies concerning on cooling or freezing 
donkey semen are scarce, and, to our knowledge, no previous studies reporting of 
Andalusian donkey semen cryopreservation have been published. Consequently, it is 
important to develop a suitable technique and select those extenders and cryoprotectants 
which provide the highest sperm quality after cooling or freezing Andalusian donkey 
spermatozoa. 
 
In the first study the physiological sperm characteristics of Andalusian donkey 
(gel-free volume, pH, sperm concentration, motility and morphology) raw ejaculates 
were assessed to establish the average values normal for this donkey breed. Moreover, 
we studied the existence of sperm subpopulations with specific motion characteristics in 
raw Andalusian donkey ejaculates, evaluate the effects of individual donkey and 
ejaculates within the same male on the distribution of the subpopulations found, and 
explore the relationship between the age and the body weight of donkey donors, the 
sperm quality parameters, and the sperm subpopulations structure. To this end, 60 
ejaculates (5 ejaculates per donkey) were collected from 12 Andalusian donkeys whose 
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age ranged from 4 to 15 years (mean: 9.9 ± 0.4 years) and their body weight varied from 
313 to 435 kg (mean: 381.1 ± 5.8 kg). A multivariate clustering procedure evidenced 
the existence of four well-defined motile sperm subpopulations (sP) in Andalusian 
donkey ejaculates: sP1, consisting of slow and non-progressive spermatozoa (15.4%); 
sP2, consisting of moderately slow but progressive spermatozoa (35.9%); sP3 
consisting of highly active but non-progressive spermatozoa (18.5%); sP4, consisting of 
highly active and progressive spermatozoa (30.2%). The proportions of sperm 
subpopulations in the ejaculates did not vary with age and body weight (P>0.05). 
However, the distribution of these subpopulations varied significantly (P<0.05) 
according to several parameters such as the individual donkey, the ejaculate of the same 
male, the total motility or the overall sperm concentration. On the other hand, 
significant (P<0.05) correlations were established between the body weight of donkeys 
and the pH, sperm motility (percentages of total and progressive motile spermatozoa) 
and total sperm abnormalities, respectively. Nevertheless, the correlations of the age 
with the measures of semen quality were low and not significant (P>0.05). 
 
In the second study, we compared the conventional sperm parameters, plus the 
characteristics of the motility patterns of the different sperm subpopulations, of donkey 
donors with different fertility level, to determine their relationships to in vivo fertility. 
During the experimental period, 30 ejaculates from 6 Andalusian donkeys were 
collected. The fertility of donkeys was classified on the basis of pregnancy rates per 
cycle, where donkeys with a per cycle pregnancy rate ≥ 60% were considered to be 
“fertile” (n = 3) and those with a per cycle pregnancy rate < 40% were categorized to be 
“sub-fertile” (n = 3). Significant differences (P<0.001) between the “fertile” and the 
“sub-fertile” group were found for total and progressive motility, and for straight line 
velocity. Sperm variables associated (P<0.05) with an increase in percent pregnant per 
cycle included total motility (r = 0.37), progressive motility (r = 0.53), curvilinear 
velocity (r = 0.44), straightness (r = 0.39), beat cross frequency (r = 0.44) and gel-free 
volume (r = 0.53). Similarly, three of the sperm subpopulations (sP2, sP3 and sP4) 
present in Andalusian donkey ejaculates, previously described in the first study, were 
related (P<0.05) to fertility (sP2, r = 0.54; sP3, r = 0.45; sP4, r = 0.56). Thus, a lower 
percentage (P<0.001) of sP4 spermatozoa was observed in the “sub-fertile” group. In 
conclusion, we were able to relate the in vitro measures of sperm motility using 
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computer-assisted sperm analysis techniques (CASA) with the in vivo fertility of 
donkeys. 
 
In the third study, we tried to select a suitable semen extender for cooling 
Andalusian donkey semen. For this purpose, we evaluated the efficacy of two 
commercially available liquid stallion semen extenders (Gent® A and INRA 96®) for the 
preservation of Andalusian donkey semen at 5ºC for up to 72 h. Moreover, we assessed 
the effect of amino acid addition (glutamine, proline, or taurine) on sperm quality of 
cooled donkey semen. In addition, this study investigated the effect of seasons on the 
semen quality of the Andalusian donkey. Throughout a year, 50 ejaculates were 
collected from 10 adult donkeys. Fresh semen and chilled samples were evaluated for 
sperm motility (assessed by computerized-assisted semen analysis - CASA), 
morphology (Diff-Quick® staining), acrosome integrity (PI/peanut agglutinin-
fluorescein isothiocyanate double stain), and plasma membrane integrity (Vital-Test® 
kit). Sperm motility variables were greater (P<0.05) in Gent® A than in INRA 96®. The 
addition of glutamine, proline, or taurine to Gent® A improved (P<0.001) the motility of 
Andalusian donkey spermatozoa. A seasonal influence (P<0.05) was observed for all 
the sperm characteristics evaluated, with the exception of gel-free volume, sperm 
concentration, total motility and some sperm kinematic variables: wobble (WOB), 
linearity (LIN) and straightness (STR). In conclusion, this study showed the efficacy of 
Gent® A for cooling and preserving Andalusian donkey semen. Moreover, the 
protective effect of amino acids during cold storage was evidenced. Thus, the sperm 
motility was greater when Gent® A was supplemented at different concentrations of 
glutamine, proline, or taurine than Gent® A with no supplementation. Finally, the 
present study clearly showed a seasonal influence on the characteristics of fresh semen 
of the Andalusian donkey. 
 
In the fourth study, in order to obtain an appropriate freezing semen extender for 
the cryopreservation of Andalusian donkey semen, we compared the effect of two 
equine semen extenders (Gent® B and INRA 96® supplemented with 2% clarified egg 
yolk and 2.5% glycerol) on sperm quality of frozen-thawed Andalusian donkey semen. 
Secondly, we investigated the replacement of glycerol by other lower molecular weight 
cryoprotectants on the freezing extender: ethylene glycol (EG; 1% or 1.5%), dimethyl 
sulfoxide (DMSO; 1.5% or 2%), dimethylformamide (DMFA; 1% or 2.5%) or a 
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combination of EG 1% and DMFA 1.5%. To this end, 74 ejaculates were collected from 
10 healthy Andalusian donkeys. Methodology for sperm quality assessment prior (fresh 
samples) and after cryopreservation was similar to that used in the previous study. 
Gent® B yielded a higher (P<0.01) post-thaw sperm motility than modified INRA 96. 
EG 1% increased the sperm membrane integrity (P<0.001), whereas DMSO affected 
sperm motility and membrane integrity (P<0.001). DMFA 2.5% yielded higher 
(P<0.001) values for sperm motility and membrane integrity. We concluded that Gent B 
improves in vitro post-thaw sperm quality of donkey spermatozoa, but the replacement 
of glycerol with 1% EG or 2.5% DMFA increases sperm protection against 
cryodamage. The use of DMSO for freezing donkey semen was unsuccessful and a 
toxic effect is suspected. These extenders should be included in the prefreezing test for 
each donkey. 
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Durante siglos el asno (Equus asinus) andaluz al igual que otras razas españolas, 
ha sido demandado principalmente para la cría mular (Rodero y col., 1998). Sin 
embargo, esta raza asnal se encuentra actualmente sumida en una profunda crisis reflejo 
directo del hundimiento de la cultura rural y de los sistemas de explotación agraria y 
ganadera sostenible, lo que se traduce en un rápido descenso en el número de 
ejemplares y consecuentemente en su variabilidad genética. De acuerdo con el último 
censo elaborado por la FAO (Food and Agriculture Organization), el asno andaluz se 
localiza fundamentalmente en Andalucía y Extremadura y cuenta con 749 animales, de 
los cuales solo 94 individuos están considerados de alto valor genético (DAD-IS-FAO, 
2013). Por ello, la raza asnal Andaluza está, hoy en día, catalogada como raza autóctona 
española en peligro de extinción (Catálogo Oficial de Razas de Ganado de España, 
BOE 23/2009, RD 2129/2008, 26 de diciembre). 
 
En esta situación, el desarrollo de técnicas de reproducción asistida tales como la 
criopreservación de semen y la inseminación artificial (IA) resulta indispensable para 
gestionar e integrar las poblaciones de esta raza asnal en peligro de extinción. No 
obstante, es imprescindible realizar un estudio previo de las características 
reproductivas y de los parámetros seminales de esta raza para posteriormente desarrollar 
y optimizar los protocolos de conservación de esperma. Recientemente, algunos 
estudios han investigado la estacionalidad reproductiva en otras razas extranjeras de 
asnos, con el objetivo de mejorar su eficacia reproductiva. Así, se ha demostrado una 
influencia estacional tanto en el comportamiento sexual (Gastal y col., 1996; Henry y 
col., 1998) como en las características seminales (Carluccio y col., 2013; Contri y col., 
2010; Gastal y col., 1997) de los garañones. Sin embargo, estos estudios llevados a cabo 
en otras razas localizadas en áreas con condiciones climatológicas diferentes, son 
difícilmente extrapolables (Carluccio y col., 2013) a otras razas de asnos (p.ej. el asno 
andaluz). Según nuestro conocimiento, actualmente no existen estudios que hayan 
analizado la influencia de la estacionalidad sobre las características seminales del asno 
andaluz. 
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El análisis convencional en el laboratorio de la calidad espermática incluye una 
serie de parámetros (volumen eyaculado, concentración espermática, movimiento total y 
progresivo y morfología) que son fáciles de valorar y tienen un coste relativamente 
bajo. La relación entre estos parámetros espermáticos y la fertilidad ha sido investigada 
en muchas especies de mamíferos (Gadea, 2005; Kastelic y Thundathil, 2008; Love, 
2011; O' Meara y col., 2008). Sin embargo, según la bibliografía consultada, no existen 
estudios que establezcan la relación existente entre estos parámetros de calidad 
espermática y la fertilidad de los eyaculados de asno. 
 
En los mamíferos, el movimiento espermático juega un papel importante en el 
transporte del esperma dentro del tracto reproductor femenino, principalmente para la 
penetración de la zona pelúcida. Actualmente, la identificación de subpoblaciones de 
espermatozoides móviles dentro de un mismo eyaculado en mamíferos se ha convertido 
en un tema de máximo interés para la correcta evaluación de los eyaculados. Es 
ampliamente conocido que los eyaculados de diferentes especies de mamíferos están 
compuestos por distintas subpoblaciones de espermatozoides (Abaigar y col., 1999; 
Dorado y col., 2010a; Holt, 1996; Miró y col., 2005; Quintero-Moreno y col., 2003, 
2007; Rigau y col., 2001), las cuales se caracterizan por parámetros cinéticos 
específicos, obtenidos por los sistemas de análisis de esperma asistido por ordenador 
(Computer-Assisted Sperm Analysis, CASA). De esta manera, la presencia de estas 
subpoblaciones cinéticas se ha relacionado con la resistencia a la criopreservación 
(Flores y col., 2009; Martinez-Pastor y col., 2005; Núñez-Martínez y col., 2006a, 
2006b), la presencia de estimulantes (Abaigar y col., 1999), la respuesta a la 
refrigeración (Dorado y col., 2011) y la fertilidad (Quintero-Moreno y col., 2003, 2004). 
Aunque algunos estudios han demostrado la existencia de subpoblaciones espermáticas 
en los eyaculados de otras razas de asno (Flores y col., 2008; Miró y col., 2005, 2009), 
no se ha encontrado en la bibliografía actual ningún estudio que identifique la presencia 
de estas subpoblaciones en los eyaculados del asno andaluz. Tampoco existen estudios 
hasta la fecha que correlacionen los parámetros cinéticos obtenidos mediante sistemas 
CASA y la estructura subpoblacional con la edad y el peso corporal del garañón, así 
como con la calidad espermática del eyaculado. Por otro lado, si bien en el caballo sí se 
ha establecido la correlación existente entre los parámetros cinéticos del espermatozoide 
y las subpoblaciones cinéticas con la fertilidad in vivo (Jasko y col., 1992; Love, 2011), 
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según nuestro conocimiento, en el garañón aún no se han realizado estudios de estas 
características. 
 
Las técnicas de reproducción asistida como la refrigeración de esperma y su 
posterior uso en programas de IA permiten transportar dosis seminales procedentes de 
individuos de alto valor genético entre poblaciones asnales aisladas, sin necesidad de 
trasladar a los animales. Además de permitirse así una óptima y eficiente distribución 
del material genético, se reduce también el riesgo de endogamia y se potencia el 
desarrollo de programas de conservación de razas de protección especial (Rota y col., 
2008). En los últimos años, la refrigeración de semen de caballo ha sido ampliamente 
estudiada hasta el punto de convertirse en una técnica reproductiva de uso rutinario en la 
industria equina debido a los buenos índices de fertilidad obtenidos y los costes 
relativamente bajos de esta técnica (Contri y col., 2010a; Aurich, 2008). En el caso del 
asno, no obstante, son escasos los estudios publicados hasta la fecha sobre refrigeración 
de semen (Miro y col., 2009; Rota y col., 2008; Cottorello y col., 2002; Santos y col., 
1995; Serres y col., 2002; Vidament y col., 2009). Algunos estudios han comparado el 
uso de diferentes diluyentes para preservar el semen de garañón a 5ºC, obteniéndose 
resultados muy variables. Sin embargo, el uso de diluyentes a base de yema de huevo ha 
demostrado tener un efecto beneficioso sobre el movimiento espermático tras la 
refrigeración (Cottorello y col., 2002; Mello y col., 2000), por lo que parecen más 
apropiados. Entre los diluyentes lácteos usados en el garañón, los diluyentes INRA 82 y 
Kenney preservaron mejor el movimiento espermático que la leche desnatada (Gomez-
Cuetara y col., 2004), mientras que el INRA 96® mejoró los porcentajes de movimiento 
en comparación con el E-Z Mixin (Contri y col., 2010). Rota y col. (2008) publicaron 
que el uso de INRA 96® produce resultados de calidad espermática similares a los 
obtenidos con INRA 82, tras el almacenamiento de semen de asno Amiata a 5ºC durante 
72 horas. Hasta la fecha, no existen estudios que evalúen la eficacia del diluyente 
comercial de refrigeración de semen equino Gent® A para preservar semen de garañón a 
5ºC. En cualquier caso, debido a la inexistencia de trabajos de este tipo en el asno 
andaluz, se requieren estudios individualizados en esta raza que garanticen la obtención 
de los mejores resultados posibles. 
 
Actualmente, los esfuerzos para mejorar la conservación del esperma equino 
mediante refrigeración se centran en la modificación de diluyentes específicos mediante 
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la adición de diferentes componentes como azúcares, antioxidantes o electrolitos, con el 
fin de proteger la membrana plasmática, prevenir el estrés oxidativo o preservar el 
movimiento de los espermatozoides (Samper, 2000). Hoy en día es ampliamente 
conocido el efecto protector que proporcionan los aminoácidos a las células animales 
frente a la hipotermia (Heinz y col., 1990; Kruuv y Glofcheski, 1990; Lalonde y col., 
1991). En los espermatozoides, algunos estudios han demostrado que la adición de 
taurina al diluyente mejora la calidad espermática del semen refrigerado en el gato 
(Baran y col., 2009), el conejo (Alvarez y Storey, 1983a), el carnero (Bucak y col., 
2007) y el caballo (Ijaz y Ducharme, 1995). El efecto protector durante el proceso de 
congelación y descongelación tanto de la glutamina (Khlifaoui y col., 2005; Trimeche y 
col., 1996, 1999) como de la prolina (Rudolph y Crowe, 1985; Trimeche y col., 1999) 
sobre los espermatozoides de caballo y asno también ha sido publicado. Sin embargo, 
Phetudomsinsuk y col. (2009) demostraron que la inclusión de glutamina a 
concentraciones de 50 mM en el diluyente de congelación produce una disminución 
significativa a la descongelación del movimiento espermático y de la integridad de la 
membrana acrosómica del espermatozoide de caballo. La disparidad de resultados 
obtenidos en estos estudios sugiere un efecto especie dependiente, no solo del tipo de 
aminoácido empleado, sino de la concentración utilizada, lo que fue sugerido 
previamente por Cabrita y col. (2011). Hoy en día, no existen estudios que valoren el 
efecto protector de los aminoácidos sobre los espermatozoides de asno andaluz durante 
el proceso de refrigeración. 
 
Debido a la situación actual de la raza asnal Andaluza se hace necesario también 
el desarrollo de la metodología de criopreservación de esperma de asno que permita la 
creación de bancos de germoplasma basados en la congelación de muestras seminales 
de aquellos garañones de mayor valor genético, como requisito para la conservación de 
esta raza asnal (Andrabi y Maxwell 2007; Smits y col., 2012). Hasta la fecha, aunque 
algunos estudios han comparado el efecto de diferentes protocolos de criopreservación 
(Trimeche y col., 1998; Canisso y col., 2008; Cortés-Gutiérrez y col., 2008; Flores y 
col., 2008; Contri y col., 2012b), diluyentes de congelación (Serres y col., 2004a; 
Canisso y col., 2011) y crioprotectores  (Alvarez y col., 2004; Serres y col., 2004a; 
Alvarez y col., 2006; Oliveira y col., 2006; Rota y col., 2012; Madison y col., 2013) 
sobre la calidad del espermatozoide de asno tras la descongelación, los resultados 
obtenidos en los programas de IA con semen congelado de asno no son satisfactorios 
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(Vidament y col., 2005; Vidament y col., 2009; Rota y col., 2012; Serres y col., 2014). 
Por ello, el desarrollo de un protocolo para la correcta criopreservación de 
espermatozoides de asno andaluz es necesario para obtener buenos resultados en los 
programas de IA con semen congelado. Sin embargo, según nuestro conocimiento, no 
existen estudios previos sobre la congelación de semen de esta raza asnal. 
 
El proceso de congelación y descongelación provoca daños irreversibles sobre la 
ultraestructura y la funcionalidad de los espermatozoides, afectando así a los índices de 
fertilidad obtenidos tras la IA con dosis descongeladas (Watson, 1995). La adición de 
crioprotectores a los diluyentes de congelación de semen reduce el daño espermático 
producido durante el proceso de criopreservación (Oldenhof y col., 2010). Durante los 
últimos 50 años el glicerol ha sido considerado el crioprotector penetrante de referencia 
para la criopreservación de esperma equino (Hoffmann y col., 2011), siendo también 
empleado satisfactoriamente para congelar semen de asno (Trimeche y col., 1998; 
Serres y col., 2004a; Oliveira y col., 2006; Vidament y col., 2009; Rota y col., 2012; 
Ortiz y col., 2015). Sin embargo, el glicerol, debido a su baja permeabilidad (Ball y Vo, 
2001), penetra más lentamente que el agua y otros crioprotectores a través de la 
membrana plasmática del espermatozoide de caballo (Glazar y col., 2009), induciendo 
así estrés osmótico durante el proceso de congelación y descongelación (Peña y col., 
2011). Recientemente, ha sido demostrado (Macías García y col., 2012) que el efecto 
tóxico del glicerol sobre el espermatozoide de caballo se produce cuando se emplea a 
concentraciones superiores al 3,5%. Además, una mayor sensibilidad del 
espermatozoide de asno al glicerol en comparación con el espermatozoide de caballo ha 
sido sugerida (Vidament y col., 2009). 
 
El empleo de crioprotectores que poseen un menor peso molecular que el 
glicerol (92,09 g/mol), como el etilenglicol (62,07 g/mol), el dimetilsulfóxido (78,13 
g/mol) o la dimetilformamida (73,09 g/mol), reduce el daño osmótico sobre el 
espermatozoide de caballo (Glazar y col., 2009). En la última década, algunos autores 
han demostrado una mayor eficacia del etilenglicol (Alvarenga y col., 2000b; Ball y Vo, 
2001; Henry y col., 2002; Mantovani y col., 2002; Squires y col., 2004), la 
dimetilformamida (Alvarenga y col., 2000a; Gomes y col., 2002; Medeiros y col., 2002; 
Alvarenga y col., 2005) y el dimetilsulfóxido (Chenier y col., 1998), en comparación 
con el glicerol, para preservar las características del espermatozoide de caballo durante 
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el proceso de crioconservación. Estas consideraciones nos permiten hipotetizar que 
estos crioprotectores penetrantes (etilenglicol, dimetilsulfóxido y dimetilformamida) 
podrían ser una buena opción para congelar semen de asno andaluz. Aunque algunos 
crioprotectores han sido comparados con anterioridad (Alvarez y col., 2004; Alvarez y 
col., 2005; Oliveira y col., 2006; Vidament y col., 2009; Rota y col., 2012), actualmente 
no existe ningún estudio en la bibliografía consultada que compare la eficacia del 
glicerol y de estos tres crioprotectores alternativos (etilenglicol, dimetilsulfóxido y 
dimetilformamida) para criopreservar espermatozoides de asno. 
 
Recientemente, diluyentes ampliamente usados para la congelación de semen de 
caballo, como el Gent® B y el INRA 96® suplementado con 2% de yema de huevo y 
2,5% de glicerol, han sido empleados con éxito (Flores y col., 2008; Rota y col., 2012; 
Ortiz y col., 2015) para congelar espermatozoides de asno. No obstante, según nuestro 
conocimiento, no se ha realizado ningún estudio que compare el efecto de estos 
diluyentes sobre la calidad del espermatozoide de asno tras la descongelación. 
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Objetivos	  
 
En la presente Tesis Doctoral se plantearon diversos objetivos específicos, 
desarrollados en cada una de las cuatro publicaciones siguientes: 
 
- Primera Publicación: Sperm motility patterns in Andalusian donkey (Equus asinus) 
semen: Effects of body weight, age, and semen quality. J. Dorado, D. Acha, M.J. 
Gálvez, I. Ortiz, J.J. Carrasco, B. Díaz, V. Gómez-Arrones, R. Calero-Carretero, M. 
Hidalgo. Theriogenology 2013, 79: 1100-1109. 
 
1. Estudiar la existencia de subpoblaciones espermáticas con patrones de movimiento 
específicos en el eyaculado del asno andaluz. 
 
2. Investigar la influencia de los diferentes garañones empleados y de los sucesivos 
eyaculados de cada macho en la distribución de las subpoblaciones espermáticas 
identificadas en el eyaculado del asno andaluz. 
 
3. Valorar la relación existente entre la edad y el peso corporal del garañón, las 
características de calidad espermática y la distribución de las subpoblaciones 
espermáticas. 
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- Segunda Publicación: Relationship between conventional semen characteristics, 
sperm motility patterns and fertility of Andalusian donkeys (Equus asinus). J. 
Dorado, D. Acha, I. Ortiz, M.J. Gálvez, J.J. Carrasco, B. Díaz, V. Gómez-Arrones, R. 
Calero-Carretero, M. Hidalgo. Animal Reproduction Science 2013, 143: 64-71. 
 
1. Comparar las características espermáticas convencionales y la distribución de las 
subpoblaciones espermáticas presentes en eyaculados de asnos con diferente tasa de 
fertilidad. 
 
2. Determinar la relación existente entre las características espermáticas 
convencionales, así como de las diferentes subpoblaciones presentes en el 
eyaculado del asno andaluz, con la fertilidad in vivo, medida como tasa de preñez 
por ciclo. 
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- Tercera Publicación: Effect of extender and amino acid supplementation on sperm 
quality of cooled-preserved Andalusian donkey (Equus asinus) spermatozoa. J. 
Dorado, D. Acha, I. Ortiz, M.J. Gálvez, J.J. Carrasco, V. Gómez-Arrones, R. Calero-
Carretero, M. Hidalgo. Animal Reproduction Science 2014, 146: 79-88. 
 
1. Evaluar la eficacia de dos diluyentes comerciales de refrigeración de esperma 
equino (Gent® A e INRA 96®) para preservar semen de asno andaluz durante 72 
horas a 5ºC. 
 
2. Valorar el efecto de la adición al diluyente de refrigeración de diferentes 
concentraciones (0, 20, 40 y 60 mM) de glutamina, prolina y taurina, sobre los 
parámetros de calidad seminal. 
 
3. Investigar la influencia de la estacionalidad en las características espermáticas del 
eyaculado del asno andaluz. 
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- Cuarta Publicación: Freezability of Andalusian donkey (Equus asinus) 
spermatozoa: effect of extenders and permeating cryoprotectants. D. Acha, M. 
Hidalgo, M.J. Gálvez, I. Ortiz, J.J. Carrasco, V. Gómez-Arrones, J. Dorado. 
Reproduction, Fertility and Development 2015, accepted 4 June 2015. 
 
1. Comparar la eficacia de dos diluyentes de congelación de esperma equino que 
contienen glicerol como crioprotector (Gent® B e INRA 96® suplementado con un 
2% de yema de huevo y un 2,5% de glicerol) para criopreservar semen de asno 
andaluz. 
 
2. Evaluar el efecto de cuatro crioprotectores penetrantes (glicerol, etilenglicol, 
dimetilsulfóxido y dimetilformamida) sobre la calidad espermática a la 
descongelación de semen de asno andaluz. 
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, se pueden 
extraer las conclusiones que se enumeran a continuación: 
 
- Primera Publicación: Sperm motility patterns in Andalusian donkey (Equus asinus) 
semen: Effects of body weight, age, and semen quality. J. Dorado, D. Acha, M.J. 
Gálvez, I. Ortiz, J.J. Carrasco, B. Díaz, V. Gómez-Arrones, R. Calero-Carretero, M. 
Hidalgo. Theriogenology 2013, 79: 1100-1109. 
 
1. Los resultados del presente estudio mostraron la existencia de cuatro 
subpoblaciones espermáticas con patrones cinéticos específicos en el semen fresco 
del asno andaluz, observándose una gran heterogeneidad en la distribución de estas 
subpoblaciones dentro del eyaculado del garañón.  
 
2. La relación existente entre la distribución de las diferentes subpoblaciones 
espermáticas y el individuo valorado, así como con los parámetros de calidad 
seminal como el movimiento total y la concentración espermática demuestran que 
los espermatozoides de cada subpoblación tienen patrones cinéticos específicos. 
 
3. La distribución de las subpoblaciones espermáticas presentes en el eyaculado no se 
vieron afectados por el peso o la edad del individuo. 
 
4. Por primera vez se estableció una correlación significativa entre el peso corporal 
del individuo y determinados parámetros de calidad espermática como el 
movimiento y la morfología espermática, así como con el pH del eyaculado. Por el 
contrario, ninguna de las características espermáticas se vio influenciada por la 
edad del asno. 
 
5. Por último, el estudio de las diferentes subpoblaciones espermáticas proporcionó un 
aumento de la información obtenida durante el análisis del semen de asno.  
 
Conclusiones 
 
66 
 
- Segunda Publicación: Relationship between conventional semen characteristics, 
sperm motility patterns and fertility of Andalusian donkeys (Equus asinus). J. 
Dorado, D. Acha, I. Ortiz, M.J. Gálvez, J.J. Carrasco, B. Díaz, V. Gómez-Arrones, R. 
Calero-Carretero, M. Hidalgo. Animal Reproduction Science 2013, 143: 64-71. 
 
1. Se evidenció la relación existente entre las características espermáticas evaluadas y 
la fertilidad in vivo. Entre los parámetros cinéticos obtenidos con el sistema CASA, 
se evidenciaron altos valores de velocidad curvilínea (VCL) y velocidad media 
(VAP) así como una alta frecuencia de cruzamiento (BCF) en aquellos asnos con 
porcentajes de preñez por ciclo ≥ al 60%. Así, el porcentaje de preñez por ciclo 
obtenido está relacionado con los parámetros de cinética espermática obtenidos con 
el sistema CASA. 
 
2. Además, se relacionó la presencia en el eyaculado de determinadas subpoblaciones 
espermáticas con la fertilidad in vivo, presentándose porcentajes significativamente 
bajos de la subpoblación con espermatozoides rápidos y progresivos (sP4) en 
aquellos eyaculados de asnos con baja tasa de fertilidad. 
 
3. Por último, nuestros resultados demostraron la importancia del empleo de las 
técnicas CASA para detectar diferencias sutiles de movimiento espermático entre 
asnos “fértiles” y “subfértiles”. Asimismo, el estudio de las diferentes 
subpoblaciones espermáticas podría aportar información adicional en la detección 
de la subfertilidad. 
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- Tercera Publicación: Effect of extender and amino acid supplementation on sperm 
quality of cooled-preserved Andalusian donkey (Equus asinus) spermatozoa. J. 
Dorado, D. Acha, I. Ortiz, M.J. Gálvez, J.J. Carrasco, V. Gómez-Arrones, R. Calero-
Carretero, M. Hidalgo. Animal Reproduction Science 2014, 146: 79-88. 
 
1. El presente estudió mostró la existencia de una influencia de la estación sobre la 
mayoría de las características seminales del eyaculado del asno andaluz. El empleo 
de eyaculados con alta calidad espermática evitó la influencia de dicha 
estacionalidad en la calidad seminal de los eyaculados obtenidos a lo largo del año. 
 
2. El diluyente Gent® A proporcionó valores de movimiento espermático tras 72 horas 
de refrigeración significativamente superiores en comparación a los obtenidos con 
el diluyente INRA 96®, sugiriendo así que el Gent® A es más apropiado para 
preservar espermatozoides de asno a 5ºC. 
 
3. La adición de glutamina, prolina y taurina al diluyente de refrigeración mejoró la 
preservación de los espermatozoides de asno andaluz, obteniéndose valores 
superiores para la mayoría de variables de movimiento espermático analizadas con 
el sistema CASA en aquellas muestras seminales refrigeradas con el diluyente 
Gent® A suplementado con diferentes concentraciones de estos tres aminoácidos en 
comparación con aquellas muestras refrigeradas con Gent® A sin suplementar. Esta 
mejoría fue menos pronunciada cuando los aminoácidos se añadieron a 
concentraciones de 20 mM. 
 
4. Los resultados obtenidos nos permiten afirmar que la adición de estos aminoácidos 
al diluyente de refrigeración daría lugar a un uso más eficaz del semen refrigerado 
de asno para la IA. Sin embargo, son necesarios futuros estudios para determinar si 
la mejora del movimiento espermático tras la refrigeración obtenida en aquellas 
muestras seminales suplementadas con glutamina, prolina y taurina se ve reflejada 
en un aumento de la fertilidad tras la IA. 
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- Cuarta Publicación: Freezability of Andalusian donkey (Equus asinus) 
spermatozoa: effect of extenders and permeating cryoprotectants. D. Acha, M. 
Hidalgo, M.J. Gálvez, I. Ortiz, J.J. Carrasco, V. Gómez-Arrones, J. Dorado. 
Reproduction, Fertility and Development 2015, accepted 4 June 2015. 
 
1. Los resultados del presente estudio demostraron que el diluyente comercial Gent® 
B proporciona valores de motilidad espermática significativamente superiores a los 
obtenidos con el INRA96-EYG tras la descongelación, sugiriendo así que el 
diluyente Gent® B es más eficaz para congelar semen de asno. 
 
2. La sustitución del glicerol por otros crioprotectores de bajo peso molecular, como 
el etilenglicol, mejoró la criopreservación del espermatozoide de asno andaluz, 
proporcionando una mayor calidad espermática a la descongelación. 
 
3. El empleo del dimetilsulfóxido como crioprotector para congelar muestras 
seminales de asno fue insatisfactorio, por lo que sospechamos pueda resultar tóxico 
para esta especie. 
 
4. La dimetilformamida 2,5% fue el crioprotector que mejor conservó la calidad 
espermática durante el proceso de congelación y descongelación. 
 
5. La combinación de etilenglicol y dimetilformamida a bajas concentraciones no 
proporcionó buenos resultados de calidad seminal tras el proceso de congelación y 
descongelación. 
 
6. Por último, aunque debe de ser determinado si una mejor calidad in vitro del 
espermatozoide de asno andaluz tras el proceso de criopreservación en diluyentes 
que contienen diferentes crioprotectores proporciona una mejoría en la fertilidad in 
vivo tras la inseminación artificial, ello permitiría un uso más eficiente del semen 
criopreservado de asno para la inseminación. En cualquier caso, los diluyentes de 
congelación evaluados en el presente estudio deberían ser incluidos en futuros 
estudios en los que se determine el diluyente de congelación más adecuado para 
cada asno. 
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- First Paper: Sperm motility patterns in Andalusian donkey (Equus asinus) semen: 
Effects of body weight, age, and semen quality. J. Dorado, D. Acha, M.J. Gálvez, I. 
Ortiz, J.J. Carrasco, B. Díaz, V. Gómez-Arrones, R. Calero-Carretero, M. Hidalgo. 
Theriogenology 2013, 79: 1100-1109. 
 
1. Our results confirm that four sperm subpopulations with specific motility patterns 
are present in ejaculates from this group of Andalusian donkeys, and suggest a high 
heterogeneity in the ejaculate structure in donkey.   
 
2. Therefore, the relationship between the distribution of the sperm subpopulations 
and individual donkey, total motility, and sperm concentration shows that the 
spermatozoa of each have different motility patterns.  
 
3. However, the proportions of sperm subpopulations in the ejaculates did not vary 
with age and body weight.  
 
4. Moreover, for the first time, this study highlights that body weight in the donkey 
are significantly correlated with sperm motility, morphology, and pH, whereas none 
of the evaluated sperm characteristics were correlated with the age of the donkey.  
 
5. Finally, the study of discrete subpopulations of motile spermatozoa could lead to a 
substantial increase in information acquired during donkey semen analysis.  
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- Second Paper: Relationship between conventional semen characteristics, sperm 
motility patterns and fertility of Andalusian donkeys (Equus asinus). J. Dorado, D. 
Acha, I. Ortiz, M.J. Gálvez, J.J. Carrasco, B. Díaz, V. Gómez-Arrones, R. Calero-
Carretero, M. Hidalgo. Animal Reproduction Science 2013, 143: 64-71. 
 
1. Relationships between the evaluated sperm characteristics and fertility of this group 
of donkeys have been evidenced. Among CASA-derived sperm motion measures, 
mean VCL, VAP, and BCF values were higher in donkeys achieving a percent 
pregnant per cycle ≥ 60%. Per cycle pregnancy rate seemed to be related to 
computer-assisted measurements of sperm motility.  
 
2. In addition, the subpopulation characterized by rapid and progressive spermatozoa 
was significantly lower in donkeys with poor in vivo fertility results. Moreover, 
fertility was related to the subpopulations identified.  
 
3. Our results stress the importance of using the CASA techniques to detect subtle 
differences in sperm motility between “fertile” and “sub-fertile” donkeys. In 
addition, the study of discrete subpopulations of motile spermatozoa could add 
additional insight into the detection of sub-fertility. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusions 
 
 
71 
 
- Third Paper: Effect of extender and amino acid supplementation on sperm quality 
of cooled-preserved Andalusian donkey (Equus asinus) spermatozoa. J. Dorado, D. 
Acha, I. Ortiz, M.J. Gálvez, J.J. Carrasco, V. Gómez-Arrones, R. Calero-Carretero, M. 
Hidalgo. Animal Reproduction Science 2014, 146: 79-88. 
 
1. The present study, under climatic and management conditions that existed, clearly 
showed a seasonal influence on the majority of characteristics of Andalusian 
donkey semen. As all the ejaculates were of acceptable quality, these seasonal 
differences did not seem to influence semen quality throughout the year.  
 
2. Moreover, use of Gent® A resulted in maintenance of sperm motility characteristics 
after 72 h of cold storage to a greater extent than INRA 96® suggesting that Gent® 
A extender is more appropriate to preserve donkey spermatozoa.  
 
3. The addition of glutamine, proline, and taurine improves the outcome of 
preservation of Andalusian donkey spermatozoa because CASA-derived variables 
were more desirable in semen samples cooled in Gent® A supplemented with 
different concentrations of amino acids than in Gent® A with no supplementation. 
However, a lesser increase was noticed when these aminoacids were added at a 
concentration of 20 mM.  
 
4. Although it remains to be determined if the greater motility of donkey spermatozoa 
in diluents containing glutamine, proline, or taurine will be reflected in enhanced 
fertility when used for inseminations, this would allow a more efficient use of 
cooled donkey semen for insemination.  
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- Fourth Paper: Freezability of Andalusian donkey (Equus asinus) spermatozoa: 
effect of extenders and permeating cryoprotectants. D. Acha, M. Hidalgo, M.J. Gálvez, 
I. Ortiz, J.J. Carrasco, V. Gómez-Arrones, J. Dorado. Reproduction, Fertility and 
Development 2015, accepted 4 June 2015. 
 
1. The use of Gent B resulted in maintenance of sperm motility characteristics after 
thawing to a greater extent than INRA96-EYG, suggesting that Gent B extender is 
more appropriate to freeze donkey spermatozoa.  
 
2. However, the replacement of GLY by EG improved the outcome of 
cryopreservation of Andalusian donkey spermatozoa because it provided higher 
sperm quality after thawing.  
 
3. The use of DMSO for freezing donkey semen was unsuccessful and a toxic effect is 
suspected. 
 
4. DMFA at 2.5% seemed to offer the highest protection against cryoinjury during 
freezing and thawing. no benefit was shown when DMFA was used in combination 
with EG.  
 
5. No benefit was shown when DMFA was used in combination with EG.  
 
6. Although it remains to be determined if the better in vitro quality of Andalusian 
donkey spermatozoa in diluents containing different CPAs will be reflected in 
enhanced fertility when used for inseminations, this would allow a more efficient 
use of cryopreserved donkey semen for insemination. In any case, these extenders 
should be included in a freezability test to determine the best extender for each 
donkey. 
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